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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A520                     absorbanca pri 520 nm 
 
A734                     absorbanca pri 734 nm 
 
A765                     absorbanca pri 765 nm 
 
ABTS                  2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina 
 
AO                      antioksidant    
 
DPPH                  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
 
FC                       Folin-Ciocaulteu 
 
FS                        fenolne spojine 
 
HCl                      klorovodikova kislina 
 
KK                       klorogenska kislina   
  
KPZ                      kaljena pirina zrna 
 
MeOH                  metanol 
 
mQ voda               bidestilirana voda 
 
Na2CO3                 natrijev karbonat 
 
NaOH                   natrijev hidroksid 
 
SS                         suha snov    
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1 UVOD 
 
Vse bolj je pomemben zdrav način življenja, vključno z uživanjem izdelkov z visoko 
hranilno vrednostjo. Na splošno premalo posegamo po polnozrnatih izdelkih. Znano je, da 
vsebuje polnozrnata moka več bioaktivnih spojin kot bela moka (Liu, 2007).  
 
Hiter ritem življenja ljudem povzroča veliko stresa, posledično se v telesu ustvarjajo prosti 
radikali, ki so nestabilni in kot taki poškodujejo celice v našem telesu. Kako učinkovite so 
spojine pri lovljenju prostih radikalov ovrednotimo z določanjem njihovih antioksidativnih 
lastnosti. Antioksidant (AO) je torej snov, ki na različne načine upočasni ali celo prepreči 
oksidacijo drugih molekul in tako varuje celice pred oksidativnim stresom (Hübner in 
Arendt, 2013). Veliko ljudi iz svoje prehrane izključuje kompleksne ogljikove hidrate, ki so 
razporejeni v zunanjih plasteh žitnega zrna (Călinoiu in Vodnar, 2018). Taisti potrošniki so 
hkrati podvrženi tudi nezadostnemu vnosu AO, kar vodi v razvoj številnih bolezni in v 
hitrejše staranje telesa (Yadav in sod., 2016). 
 
Po drugi strani pa je kruh živilo, ki ga večina ljudi uživa vsakodnevno. Njegovo hranilno 
vrednost bi lahko izboljšali z dodatkom vlaknin in drugih bioaktivnih komponent, ki jih 
vsebuje pira. Še posebej so pomembne vezane fenolne spojine (FS), ki so v tovrstnih 
raziskavah pogosto prezrti. Vezane FS predstavljajo večinski del AO v žitih, medtem ko je 
ekstraktibilnih FS v žitih manj in več v sadju ter zelenjavi. Slednje lažje določimo, zato sadje 
in zelenjava veljata za bogat vir FS (Holtekjolen in sod., 2008).  
 
S kaljenjem žit so povezani številni procesi, ki pripomorejo k nastanku in transformaciji 
bioaktivnih komponent ter posledično izboljšanim prehranskim lastnostim kaljenih zrn 
(Lemmens in sod., 2018). Zaradi vse večje ozaveščenosti potrošnikov proizvajalci stremijo 
k razvoju funkcionalnih živil brez dodanih konzervansov. Primer takšnega izdelka bi bil 
lahko kruh, kjer bi pri pripravi surovin del prečiščene moke nadomestili z moko iz kaljenih 
pirinih zrn (KPZ). 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kakšen vpliv bo imel dodatek KPZ na vsebnost 
AO v kruhu. Nadalje smo želeli ovrednotiti pomen vezane frakcije spojin z antioksidativnim 
delovanjem. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevali smo, da dodatek KPZ izboljša vsebnost AO v kruhu. 
Predvidevali smo, da so antioksidativne lastnosti kruha odvisne od deleža dodanih  KPZ. 
Predvidevali smo, da vezane FS pomembno vplivajo k antioksidativnim lastnostim kruha. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ŽITA  
 
Rastline proizvajajo veliko sekundarnih metabolitov, ki imajo različne aktivnosti 
(Georgieva-Krasteva, 2017). Prehranjevanje ljudi z žiti je povezano z manjšim tveganjem za 
nastanek kroničnih bolezni kot je rak (Okarter in sod., 2010).  
 
Žita predstavljajo dober vir energije, prehranske vlaknine, beljakovin in mineralov. Na žitih 
potekajo številne raziskave predvsem na račun prehranskih lastnosti, ki jih imajo slednje ter 
vpliva bioaktivnih spojin (fitosterolov, tokoferolov, ligninov, folatov, fenolnih kislin itd.) na 
zdravje ljudi (Hübner in Arendt, 2013). Največ fenolnih spojin najdemo v luski in alevronski 
plasti žitnega zrna (Brandolini in sod., 2013).  
 
Tvorba FS predstavlja pomemben del razvoja rastline. FS sodelujejo pri obrambi pred 
okužbami ter poškodbami (Kähkönen in sod., 1999), delujejo antioksidativno zaradi 
njihovih redukcijskih lastnosti, imajo pa tudi potencial za keliranje kovin (Basile in sod., 
2005).  
 
2.1.1 Pira 
 
V prejšnjem stoletju je bila plevnata večzrna pira (Triticum aestivum L. var. spelta) 
pomembnejša od navadne pšenice. Pira je najstarejša oblika heksaploidne pšenice, ki je 
nastala s spontanim križanjem tetraploidne dvozrne pšenice Triticum turgidum var. 
dicoccum in diploidne vrste Triticum tauschii (Kocjan Ačko, 1999). Na trgu je bila 
najpomembnejša od 5. stoletja pa vse do začetka 20. stoletja (Ruibal-Mendieta in sod., 
2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Klas pire (Doves Farm Food, 2019) 
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Piro uvrščamo v družino trav (Poaceae). V primerjavi z navadno pšenico ima pira votlo bil, 
ki je prožnejša ter močnejša, šopaste korenine, pa tudi liste, ki so daljši, ožji in bolj gladki. 
Na enem klasu (slika 1) je več klaskov, ki so sestavljeni iz tri do šest cvetov, kateri so 
samoprašni (Kocjan Ačko, 1999).  
 
V preteklosti je imela pira veliko večji mlinsko-pekovski pomen. Po 2. svetovni vojni je 
sejanje pire upadlo, uveljavljati pa se je začelo sejanje pšenice zaradi vse večjega pridelka 
(Kocjan Ačko, 1998). Bonafaccia in sod. (2000) poročajo, da se hranilna vrednost pire in 
pšenice razlikujeta po vrsti in količini prolaminov. Pira je bogata z minerali P, Mg in Fe ter 
vitamini A, B, D in E (Kocjan Ačko, 2015). 
 
Bonafaccia in sod. (2000) navajajo, da za razliko od pšenice, pira ne zahteva veliko 
škropljenja z dušikovimi gnojili in da je dobro prilagojena na mokre in hladne vremenske 
pogoje. Prav tako pa lahko rastlina uspeva brez uporabe pesticidov, v težkih ekoloških 
razmerah. 
 
2.2 KALJENJE ZRN 
 
Iz žitnega zrna se med kaljenjem tvori nova rastlina. Med kaljenjem zrna spremenijo aromo, 
videz in okus (Hübner in Arendt, 2013). Med biološko aktivacijo zrn potekajo procesi, ki 
spremenijo količino obstoječih antioksidativnih spojin, istočasno pa se tvorijo novi lovilci 
prostih radikalov, kar pripomore k izboljšanju hranilne vrednosti semen (Fink, 1990; Wu, 
2011).  
 
Kaljenje zrn poteka ob prisotnosti vode, ki povzroči nadaljnje biokemijske reakcije v samem 
zrnu. Vlaga in toplota aktivirata hidrolitične encime in hormone, ki omogočajo rast kalčka. 
Hormon giberelin preide iz kalčka v alevronsko plast, kar stimulira sproščanje amilaz, 
proteinaz, lipoksigenaz ter citolitičnih encimov. Ti vplivajo na razgradnjo in akumulacijo 
hranil v endospermu (Nelson in sod., 2013). 
 
Samo kaljenje ima torej pomemben vpliv, saj vodi do razgradnje beljakovin, ogljikovih 
hidratov in maščobnih kislin ter povečanja vsebnosti prostih aminokislin, enostavnih 
sladkorjev in organskih kislin. Po drugi strani kaljenje zmanjša dejavnike, ki bi pripomogli 
k slabi prebavljivosti hrane, kot so lecitin in zaviralci proteaz (Gan in sod., 2017). Hranilna 
vrednost kalčka se neprestano povečuje, poveča se tudi vsebnost encimov in vitaminov, 
izboljša se tako prebavljivost maščob kot tudi beljakovin (Fink, 1990). Razgradnja 
beljakovin in ogljikovih hidratov med drugim privede tudi do sproščanja FS, ki so del celične 
stene. S procesom kaljenja se v semenih kopičijo razne bioaktivne spojine kot so vitamini, 
γ-aminomaslena kislina in FS. Vse te se lahko sintetizirajo 'de novo' ali pa se transformirajo 
iz semen. Primer takšne transformacije je prehod vezanih FS v prosto obliko, kar poveča 
njihovo razpoložljivost in dostopnost (Gan in sod., 2017).   
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2.3 ANTIOKSIDANTI V ŽITIH 
 
Snovi, ki tvorijo kelate s kovinskimi ioni, delujejo kot reducenti in varujejo celice pred 
oksidativnim stresom, povzročenim s kisikovimi radikali, se imenujejo AO (Vidrih in Kač, 
2000). Sadje in zelenjava vsebujeta veliko AO. Manj pa je znano, da tudi žitna zrna vsebujejo 
dosti le-teh (Dykes in Rooney, 2007). Zrna vsebujejo v maščobi topne AO, predvsem 
tokoferole, med AO, topnimi v vodi, pa prevladujejo fenolne kisline (Nemzer in sod., 2019). 
 
2.3.1 Fenolne spojine 
 
Žita vsebujejo več različnih antioksidativnih spojin, med katerimi so najbolj zastopane FS 
(Mateo Anson in sod., 2011). Dykes in Rooney (2007) definirata FS kot katerokoli spojino, 
ki vsebuje benzenski obroč z eno ali več hidroksilnimi skupinami. Za njih je značilno, da 
odstranjujejo ali nevtralizirajo proste radikale, ki povzročajo oksidacijske poškodbe na 
beljakovinah, DNA in lipidih in delujejo antikancerogeno (Mateo Anson in sod., 2011; 
Verma in sod., 2008). Hübner in Arendt (2013) so v svojem preglednem članku zapisali, da 
so FS sekundarni metaboliti, ki jih sintetizirajo rastline takrat, ko so izpostavljene stresnim 
pogojem. Delujejo tudi kot zaščitno sredstvo proti UV svetlobi, kot fitoaleksini in kot 
atraktanti. 
 
V splošnem FS delimo na fenolne kisline, flavonoide, kumarine, stilbene, tanine in lignine. 
V žitih se nahajajo predvsem flavonoidi in fenolne kisline (Žilić, 2016).  Fenolne kisline v 
žitih so lahko v prosti ali vezani obliki, kjer slednja predstavlja večinski delež (Ragaee in 
sod., 2011). Fenolne kisline polnozrnatih žit obsegajo predvsem ferulno kislino, vanilno 
kislino, siringinsko kislino, kavno kislino in p-kumarno kislino. Vse so vir prehranskih AO 
(Dykes in Rooney, 2007; Siebenhandl in sod., 2007). V predhodnih raziskavah je bila 
vsebnost FS podcenjena, saj so zajemale le proste FS, ne pa tudi vezanih na celično steno 
(Okarter in sod., 2010). 
 
V vakuoli se nahaja večina kislin v prosti obliki, ki jih ekstrahirajo z organskimi topili. Za 
določitev vezanih fenolnih kislin pa je potrebna predhodna kislinska ali bazična hidroliza, 
saj so le-te pritrjene na celično steno. Tako se s pomočjo hidrolize sprostijo iz celičnega 
matriksa (Dykes in Rooney, 2007). 
 
Proste FS se sintetizirajo v intracelularnem endoplazemskem retikulumu in se shranjujejo v 
vakuolah. Vezane FS se tvorijo, ko topne FS preidejo v celično steno, in se povežejo z 
makromolekulami celične stene, kot so beljakovine in celuloza, s pomočjo estrske in 
glikozidne vezi. Tako se vgradijo v celično steno (Gan in sod., 2017). 
 
Gan in sod. (2017) navajajo, da je za sintezo FS in molekularnih procesov najpomembnejši 
prekurzor glukoza.  
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2.3.1.1 Fenolne kisline v piri 
 
Gawlik-Dziki in sod. (2012) so ugotovili, da v piri med fenolnimi kislinami v prosti obliki 
prevladujejo protokatehuična, ferulna in klorogenska kislina. V obliki vezanih FS pa se 
pojavljajo p-kumarna, ferulna, p-hidroksibenzojska, sinapinska in klorogenska kislina. Po 
hidrolizi FS prevladujoče frakcije predstavljata ferulna in sinapinska kislina. 
 
2.4 METODE DOLOČANJA VSEBNOSTI ANTIOKSIDANTOV (AO) V ŽITIH  
 
Za določanje vsebnosti AO v kompleksnih matriksih se uporabljajo številne metode, med 
najpogosteje in vitro uporabljenimi sta tudi metodi, ki vključujeta radikala 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kisline (ABTS) in 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH). 
Slednje sicer ne zagotavljajo informacij o presnovi AO v biološkem sistemu ali o njihovi 
biorazpoložljivosti, vendar pa so uporabne za medsebojno primerjavo različnih vzorcev. Te 
metode temeljijo na spektrofotometričnih analizah prostih radikalov, ki niso zreagirali z AO 
(Okarter in sod., 2010). Z uporabo merjenja AO z le eno metodo ne dobimo celotne slike o 
delovanju AO, zato je priporočljiva hkratna uporaba metod, ki so osnovane na različnih 
mehanizmih antioksidativnega delovanja (Apak in sod., 2016). 
 
2.4.1 Folin-Ciocalteujeva (FC) metoda 
 
FC metoda se uporablja za določanje vsebnosti skupnih FS (Roginsky in Lissi, 2005). Pri 
rahlo bazičnih pogojih poteče redukcija FC reagenta hitreje kot v kislih pogojih, nastane 
modro obarvan kompleks, ki ima absorpcijski maksimum pri 765 nm (A765). Reagent je zelo 
stabilen, če je zaščiten pred sončno svetlobo ter pred redukcijskimi sredstvi (Agbor in sod., 
2014). Metoda ni specifična (Roginsky in Lissi, 2005).  
 
2.4.2 DPPH metoda 
 
Leta 1958 je Blois razvil to metodo z namenom določanja AO, z uporabo stabilnega prostega 
radikala DPPH. Delokalizacija elektronov povzroča intenzivno vijolično barvo z 
absorpcijskim maksimumom pri približno 520 nm (Blois, 1958). Metoda temelji na reakciji 
med stabilnim prostim radikalom DPPH in AO. Ko AO odda vodikov atom ali elektron 
radikalu DPPH, ta preide v reducirano obliko DPPH-H, tako se barva spremeni iz vijolične 
v rumeno (Blois, 1958; Prakash in sod., 2001). Prednost te metode je, da ima DPPH v 
reakcijski mešanici na voljo dovolj časa (1 h), da reagira tudi z najšibkejšimi AO v vzorcu 
(Prakash in sod., 2001). Ta metoda se je pokazala za uspešno pri določanju AO v zeliščih, 
pšeničnih zrnih, otrobih, zelenjavi in moki v različnih organskih topilih kot so benzen, 
etanol, metanol (Parry in sod., 2005; Yu, 2001). 
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2.4.3 ABTS metoda 
 
Princip te metode je spremljanje razpada kationskega radikala ABTS, ki nastane pri 
oksidaciji ABTS. Spada pod indirektne metode merjenja AO. Radikal ima največjo 
absorpcijo v območju 600-750 nm. Če v analiziranem vzorcu ni prisotnih FS, je radikal zelo 
stabilen in intenzivne modrozelene barve, ob prisotnosti spojin, ki so donorji vodikovega 
atoma, pa se pretvorijo v brezbarvno obliko ABTS. Reakcija z ABTS se pri vzorcih iz 
naravnih produktov in različnih FS pojavi precej počasi. To je ena izmed slabosti te metode 
(Roginsky in Lissi, 2005). 
 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 VZOREC 
 
Kot osnovo za pripravo ekstraktov vezanih in ekstraktibilnih FS smo uporabili 
homogenizirane in liofilizirane vzorce kruha, ki so vsebovali različne deleže kaljenih zrn. 
Analizirali smo kruh z dodatkom kaljenih pirinih zrn (KPZ), kjer je bil ustrezen delež 
pšenične moke nadomeščen s 5 % / 15 % / 30 % homogeniziranih posušenih KPZ (s 
primerljivo vsebnostjo vode, kot jo je vsebovala moka) (slika 2). Vse ostale sestavine so bile 
pri različnih zamesih enake. Kruh brez dodatka (100 % pšenična moka) je predstavljal 
kontrolo.  
 
 
Slika 2: Homogeniziran in liofiliziran kruh brez ali z dodatkom kaljenih pirinih zrn 
 
3.2 MATERIALI 
 
3.2.1 Reagenti 
 
- 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina (ABTS) (Sigma-Aldrich, 
Kanada) 
- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Bidestilirana voda (mQ voda) 
- Folin-Ciocalteujev (FC) reagent (Merck, Nemčija)  
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- Fosfatni pufer (pH 7,4) 
- Klorogenska kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Klorovodikova kislina (HCl) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Metanol (MeOH), 99,9 % (Merck, Nemčija) 
- Natrijev hidroksid (NaOH) (Honeywell Fluka, Češka) 
- Natrijev karbonat (Na2CO3), 20 % w/v (Merck, Nemčija) 
 
3.2.2 Aparature in pribor 
 
- Alu folija 
- Analitska tehtnica AB 204-S (Mettler Toledo, Švica) 
- Analitska tehtnica AEA 220A (Mettler Toledo, Švica) 
- Bučke  
- Centrifuga 5415 D (Eppendorf) 
- Centrifuga Avanti JXN-26 (Beckman Coulter) 
- Čaše  
- Epice 
- Falkonke  
- Filter 
- Kivete 
- Magnetno mešalo MM-540 (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
- Petrijevke 
- Spektrofotometer (Cecil Aurius CE 2021) 
- Stojala za kivete 
- Stresalnik (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
- Sušilnik (Termoproc Sob 5250.135 PID) 
- Štoparica 
- Tehtiči 
- Ultrazvočna kopel (Omnilab 950) 
 
3.3 DOLOČANJE SUHE SNOVI (SS) V VZORCIH KRUHA S KALJENIMI PIRINIMI 
ZRNI (KPZ) 
 
Metoda: 
Najprej smo določili vsebnost vode v vzorcih tako, da smo v predhodno stehtan tehtič s 
pokrovčkom zatehtali 5 g vzorca. Nato smo tehtiče z vzorci v sušilniku sušili 3 ure pri 
temperaturi 105 °C oz. do konstantne mase (slika 3). Vsebnost vode smo določali v dveh 
paralelkah tako, da smo izgubo mase med sušenjem delili z zatehto vzorca. Delež suhe snovi 
(SS) je predstavljal preostanek od celote. 
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Slika 3: Določanje vsebnosti vode v vzorcih kruha 
 
3.4 PRIPRAVA EKSTRAKTOV EKSTRAKTIBILNIH IN VEZANIH FENOLNIH 
SPOJIN (FS) 
 
Sledila je priprava ekstraktov FS iz kruha, obogatenega s 5 %, 15 % in 30 % KPZ in brez 
dodatka KPZ. Metoda ekstrakcije trdno-tekoče temelji na različni topnosti posameznih 
spojin iz trdnega vzorca v ekstrakcijskem topilu. 
 
Za ekstrakcijo FS smo v dveh paralelkah zatehtali 1 g homogeniziranega in liofiliziranega 
vzorca v 50 ml falkonko (slika 4a), dodali 9 ml MeOH ter premešali in falkonko zaščitili z 
alu folijo ter 2 uri stresali vsebino na stresalniku pri 200 vrtljajih/min. Po končani ekstrakciji 
smo vzorec 10 min centrifugirali pri 8000 vrtljajih/min (slika 4b). Supernatant smo prelili v 
15 ml falkonko in hranili v hladilniku tekom vseh analiz. Supernatant je predstavljal 
metanolni ekstrakt ekstraktibilnih FS iz kruha z dodatkom KPZ in brez dodatka zrn. 
 
a)   b)  
Slika 4: Zatehtani vzorci v falkonki (a) in centrifugiranje vzorca (b) 
 
Z namenom določitve deleža vezanih FS, smo morali najprej s hidrolizo prekiniti vezi, s 
katerimi so bile FS pritrjene na druge gradnike celične stene. K usedlini v 50 ml falkonki, ki 
je ostala po centrifugiranju, smo dodali 20 ml 2 M NaOH. Hidroliza sedimenta je potekala 
4 ure na stresalniku pri hitrosti 200 vrtljajev/min. Nato smo z dodatkom 6 M HCl hidrolizat 
zakisali na pH 2 in s tem prekinili hidrolizo. Hidrolizat smo 10 min centrifugirali pri 8000 
vrtljajih/min ter bister del prefiltrirali v 15 ml falkonko. Supernatant po hidrolizi nam je 
Kukman N. Antioksidativne lastnosti kruha obogatenega z dodatkom kaljenih pirinih zrn.  9 
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
predstavljal metanolni ekstrakt vezanih FS iz kruha z dodatkom moke KPZ in brez dodatka. 
Tudi te ekstrakte smo hranili v hladilniku za čas analiz. 
  
3.5 FOLIN-CIOCALTEUJEVA METODA ZA DOLOČITEV SKUPNIH FENOLNIH 
SPOJIN 
 
Priprava reagentov za umeritveno krivuljo in vzorce: 
Pripraviti smo morali standardno raztopino klorogenske kisline (KK) (1 mg/ml) tako, da smo 
zatehtali 10,0 mg KK v 10 ml bučko in dopolnili z MeOH do oznake. Vsebino bučke smo 
postavili v ultrazvočno kopel, da se je vsebina popolnoma raztopila. 
 
FC reagent za nadaljnjo uporabo smo razredčili z vodo v razmerju 1:2 (v/v) ter ga hranili v 
falkonki oviti z alu folijo zaradi preobčutljivosti na svetlobo. 
 
Za določitev absorbance smo rabili še raztopino Na2CO3 (20 % w/v), ki smo jo pripravili 
tako, da smo 5 g Na2CO3 zatehtali v čašo, dodali 20 ml mQ vode in vsebino čaše mešali na 
mešalniku toliko časa, da se je raztopil ves Na2CO3. Raztopino smo nato kvantitativno 
prenesli v 25 ml bučko ter z mQ vodo dopolnili do oznake, in spet dobro premešali. 
 
Postopek za umeritveno krivuljo: 
V 2 ml epico smo odpipetirali 100 µl ustrezno razredčene raztopine KK, dodali smo 1300 µl 
mQ vode ter 300 µl razredčenega FC reagenta. Vsebino epice smo premešali in po 5 min 
dodali 300 µl raztopne Na2CO3 (20 % w/v) ter ponovno premešali. Epice smo nato inkubirali 
v temi pri sobni temperaturi. Po 1 uri smo vsebino epice prelili v kiveto in izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 765 nm. Na sliki 5 je prikazana umeritvena krivulja za KK 
pri FC metodi. 
 
 
Slika 5: Umeritvena krivulja za klorogensko kislino pri Folin-Ciocalteu metodi 
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Postopek za vzorce: 
Analiza vzorcev se je od umeritvene krivulje razlikovala le po tem, da smo namesto 100 µl 
ustrezno razredčene raztopine KK odpipetirali enako količino nerazredčenega vzorca. Po 
enourni inkubaciji, smo vzorcem ravno tako izmerili absorbanco pri valovni dolžini 765 nm 
(slika 6). Slepi vzorec je namesto vzorca vseboval MeOH in ostale reagente po protokolu. 
 
 
Slika 6: Merjenje absorbance vzorcev v kivetah pri metodi Folin-Ciocalteu 
 
Izračun: 
Vsak vzorec smo analizirali v treh ponovitvah in za nadaljnje izračune uporabili povprečje 
treh absorbanc  pri valovni dolžini 765 nm (A765). Nato smo s pomočjo naklona umeritvene 
krivulje (k765) izračunali koncentracijo FS v reakcijski mešanici (γRM) (1).  
 
𝛾𝑅𝑀 =
𝐴 765
𝑘765
                                                                                                                      …(1) 
 
Za izračun mase FS v reakcijski mešanici (2) smo morali upoštevati volumen reakcijske 
mešanice, za izračun koncentracije FS v celotnem ekstraktu, ki ga podaja enačba (3), pa smo 
potrebovali še podatek, kakšen volumen vzorca smo uporabili za analizo (VPIP). 
 
𝑚(𝑅𝑀) = 𝛾𝑅𝑀 ∗ 𝑉(𝑅𝑀)                                                                                                 …(2) 
 
γFS   =  
m(RM) 
V(PIP) 
                                                                                                                  …(3) 
 
Nato smo lahko izračunali maso ekstraktibilnih FS (mEKS; enačba 4) in vezanih FS (mVEZ; 
enačba 5). Opozorimo, da je bil volumen ekstrakta ekstraktibilnih FS (VEKS) drugačen od 
volumna ekstrakta vezanih FS (VVEZ). 
 
mEKS  =  γFS ∗ 𝑉(EKS)                                                                                                   …(4) 
 
mVEZ  =  γFS ∗ V(VEZ)                                                                                                   …(5) 
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Vsebnost ekstraktibilnih FS v mg/g suhe snovi (SS) vzorca (FSEKS; enačba 6) oz. vsebnost 
vezanih FS (FSVEZ; enačba 7) lahko podamo, če poznamo celotno maso FS, ki smo jo določili 
v vzorcu, maso vzorca, ki smo jo uporabili za pripravo ekstraktov (mvz) in delež suhe snovi 
v liofiliziranem vzorcu kruha. 
 
FS(EKS)    =  
m(EKS) 
m(VZ)∗ SS
                                                                                                     …(6) 
  
FS(VEZ)/ SS  =  
m(VEZ)
m(VZ)∗ SS
                                                                                               …(7) 
 
3.6 DOLOČITEV VSEBNOSTI ANTIOKSIDANTOV Z DPPH METODO 
 
Priprava reagentov za umeritveno krivuljo in vzorce: 
Najprej smo pripravili izhodno raztopino DPPH (1 mM raztopina DPPH) tako, da smo v 
falkonko zatehtali 3,94 mg DPPH, dodali 10 ml metanola in vse skupaj mešali na vrtinčniku, 
dokler se DPPH v prahu ni popolnoma raztopil. Iz te raztopine smo pripravili delovno 
raztopino (0,2 mM raztopina DPPH) in sicer tako, da smo jo zmešali z metanolom v razmerju 
1:4. 
 
Postopek za umeritveno krivuljo: 
Kot standard smo uporabili KK s koncentracijo 1 mg/ml. Vsako točko umeritvene krivulje 
(slika 7) smo pripravili v dveh paralelkah, in sicer tako, da smo v epice odpipetirali 1000 µl 
0,2 mM DPPH raztopine, dodali 800 µl MeOH ter 200 µl ustrezno razredčene izhodne 
raztopine KK. Absorbanco smo izmerili pri valovni dolžini 520 nm (A520) (slika 8). 
 
 
Slika 7: Merjenje absorbance za umeritveno krivuljo pri metodi DPPH 
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Slika 8: Umeritvena krivulja za klorogensko kislino pri DPPH metodi 
 
Postopek za vzorce: 
Analiza vzorca se je od analize umeritvene krivulje razlikovala le v tem, da smo namesto 
200 µl ustrezno razredčene izhodne raztopine KK uporabili 200 µl nerazredčenega vzorca. 
Na koncu smo vse premešali in pustili, da se 1 uro inkubira na sobni temperaturi. Nato smo 
vzorce za 3 min centrifugirali pri 13200 vrtljajih/min in jim izmerili absorbanco pri isti 
valovni dolžini kot za umeritveno krivuljo.  
 
Za slepi vzorec smo odpipetirali 2000 µl mQ vode. Referenčni vzorec pa smo naredili v dveh 
paralelkah tako, da smo v vsako epico odpipetirali 1000 µl MeOH in 1000 µl 0,2 mM 
raztopine DPPH, premešali in naprej delali enako kot z vzorcem.  
 
Izračun: 
Vsebnost AO, ki smo jih določili po metodi DPPH, smo izračunali na podoben način kot 
vsebnost FS v poglavju 3.5, le da smo za izračun AO v reakcijski mešanici morali upoštevati 
padec absorbance pri 520 nm (∆A 520 nm) in naklon premice iz umeritvene krivulje za DPPH 
metodo (k520) (enačba 8). Za izračun padca absorbance smo od absorbance referenčnega 
vzorca odšteli absorbanco analiziranega vzorca. 
 
𝛾𝑅𝑀 =
∆𝐴 (520)
𝑘520
                                                                                                                …(8) 
 
3.7 DOLOČITEV VSEBNOSTI ANTIOSIDANTOV Z ABTS METODO 
 
Priprava reagentov za umeritveno krivuljo in vzorce: 
Preden smo se lotili analize vzorca smo morali pripraviti izhodno raztopino ABTS. V čašo 
smo zatehtali 25 mg ABTS reagenta in 100 mg MnO2, ter dodali 10 ml mQ vode. Čašo smo 
nato postavili na magnetno mešalo, ter mešali 1 uro. Raztopino smo prenesli v 2 ml epice, 
sledilo je 1 min centrifugiranje (13200 vrtljajev/min). Supernatant smo prefiltrirali skozi 
filter premera por 0,45 µm, v 15 ml epruveto. Iz te raztopine smo pripravili delovno 
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raztopino ABTS tako, da smo zmešali izhodno raztopino, fosfatni pufer s pH 7,4 in mQ vodo 
v razmerju 5:11:44. 
 
Postopek za umeritveno krivuljo: 
Kot standard smo uporabili KK s koncentracijo 0,1 mg/ml. V epice smo pripravili ustrezno 
razredčene vzorce KK (v 2 paralelkah) ter z njimi v nadaljevanju postopali na enak način 
kot z vzorci homogeniziranega kruha. 
 
Za pripravo umeritvene krivulje (slika 9) smo v epice odpipetirali 200 µl fosfatnega pufra s 
pH 7,4 in dodali 1000 µl delovne raztopine ABTS. Dodali smo 800 µl ustrezno razredčene 
raztopine KK. Epice smo premešali na vrtinčniku in jim po 1 uri v temi izmerili absorbanco 
pri 734 nm (A734). 
 
 
Slika 9: Umeritvena krivulja za klorogensko kislino pri ABTS metodi 
 
Postopek za vzorce: 
Vzorce smo analizirali po enakem postopku kot za umeritveno krivuljo, le, da smo namesto 
ustrezne raztopine KK uporabili ustrezno razredčen vzorec (50 µl vzorca in 750 µl mQ 
vode). 
 
Naredili smo še referenčno raztopino (2 paralelki) tako, da smo v epice odpipetirali po 1000 
µl delovne raztopine ABTS ter enako količino vode. Vsebino smo premešali na vrtinčniku 
in delali naprej po enakem postopku kot z vzorcem. Za slepi vzorec smo odpipetirali 2000 
µl mQ vode. 
 
Izračuni: 
Vsebnost AO, ki smo jih določili s pomočjo ABTS metode, smo izračunali na podoben način 
kot vsebnost FS v poglavju 3.5, le da smo za izračun AO v reakcijski mešanici (enačba 9) 
uporabili podatek za padec absorbance pri 734 nm (∆A734) in naklon premice, ki smo ga 
y = 0,2379x
R² = 0,9904
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
∆
A
 7
3
4
 n
m
γ (mg/l)
Kukman N. Antioksidativne lastnosti kruha obogatenega z dodatkom kaljenih pirinih zrn.  14 
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
odčitali s slike 9 (k734). Za izračun padca absorbance smo, podobno kot pri DPPH metodi, 
od absorbance referenčnega vzorca odšteli absorbanco analiziranega vzorca. 
 
𝛾𝑅𝑀 =
∆𝐴 734
𝑘734
                                                                                                                       …9 
 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 DOLOČANJE VSEBNOSTI FENOLNIH SPOJIN Z METODO FOLIN-CIOCALTEU 
 
Analiza vzorcev po FC metodi je pokazala, da je vsebnost vezanih FS v kruhu precej večja 
kot vsebnost ekstraktibilnih FS, vendar pa kljub temu pri obeh frakcijah opazimo pozitiven 
vpliv dodanih KPZ na vsebnost AO v kruhu. Dodatek KPZ je upravičen le do določene meje, 
saj pri 30 % dodatku KPZ ni več opaziti povečanja vsebnosti esktraktibilnih FS (slika 12). 
 
  
Slika 10: Vsebnost fenolnih spojin (FS) v kruhu v odvisnosti od deleža dodanih kaljenih pirinih zrn - FC metoda  
 
Maksimalna vsebnost vezanih FS pri metodi FC je v naši raziskavi znašala 4,1 mg/g SS, 
medtem, ko je bila maksimalna vsebnost ekstraktibilnih FS skorajda 4-krat manjša (slika 
10). Že najmanjši dodatek KPZ v kruh je doprinesel k povečanju tako vezanih (za 10 %), 
kot ekstraktibilnih FS (za 88 %). Pri dodatku 30 % KPZ se je vsebnost vezanih FS povečala 
za skoraj polovico v primerjavi s kontrolnim vzorcem brez dodanih KPZ. Pri določanju 
ekstraktibilnih FS pa smo opazili največji porast pri 15 %, ko smo določili vrednost 1,1 mg/g 
SS, vsebnost le-teh je bila v primerjavi s kontrolo za kar 131 % večja. Zaključimo lahko, da 
je bil za doseganje maksimalne vrednosti ekstraktibilnih FS v kruhu potreben manjši dodatek 
KPZ kot v primeru vezanih. Kljub 2-kratnemu povečanju vsebnosti deleža dodanih KPZ (s 
15 na 30 %) nismo dosegli povečanja ekstraktibilnih FS, še več, pri 30 % dodatku KPZ se 
je vsebnost ekstraktibilnih FS precej zmanjšala.  
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Pri primerjavi naših rezultatov z literaturo, podatkov za piro nismo našli. V raziskavi Žilića 
in sod. (2014) so raziskovali ali bi lahko s pomočjo kaljenja zrn pšenice (ki je sorodnica pire) 
izboljšali vsebnost FS v moki. Analizirali so vzorce netretiranih zrn, namočenih zrn v vodi 
(24 ur) in kaljenih zrn pšenice (5 dni), ter ugotovili, da se je vsebnost FS in vitaminov najbolj 
povečala v kaljenih zrnih. Prav tako so v tej raziskavi z metodo FC določili povečanje 
vsebnosti tako vezanih kot tudi prostih FS, vendar pa so opazili rahlo zmanjšanje vsebnosti 
pri topnih konjugatih v vzorcu nakaljene pšenice. Za razliko od netretiranih zrn pšenice, se 
je vsebnost prostih FS pri kaljenih zrnih povečala za 28 %, vsebnost vezanih FS pa za 14 %. 
S tem lahko pojasnimo, da je del pšenične moke iz nekaljenih semen vsekakor smiselno 
nadomestiti s kaljenimi, saj kaljenje pozitivno vpliva na vsebnost  bioaktivnih spojin. Z 
dodatkom različne količine KPZ v testo za kruh smo vnesli tudi različno količino encimov, 
ki so se razvili tekom kaljenja. Tako je že med samim zamesom in fermentacijo potekal 
različen obseg encimsko kataliziranih reakcij, ki so odločilno pripomogle k spreminjanju 
oblike FS in tvorbi 'de novo' FS (Lemmens in sod., 2018). Hübner in Arendt (2013) so velik 
vpliv na vsebnost FS pripisali procesu Maillardove reakcije med pečenjem kruha, kjer so 
nastajali produkti omenjene reakcije, ki lahko prav tako reducirajo FC reagent, nekatere 
termolabilne fenolne kisline pa so razpadle.  
 
4.2 DOLOČANJE VSEBNOSTI ANTIOKSIDANTOV Z METODO DPPH 
 
Pri DPPH metodi je bila razlika med razmerjem vezanih in ekstraktibilnih AO še bolj opazna 
(slika 11). 
 
  
Slika 11: Vsebnost antioksidantov (AO) v kruhu v odvisnosti od deleža dodanih kaljenih pirinih zrn - DPPH 
metoda 
 
Ugotovili smo, da je dodatek KPZ znatno pripomogel k povečanju vsebnosti vezanih AO v 
kruhu. Povečanje je bilo vidno že pri 5 % dodatku KPZ in sicer za 26 %. Enako povečanje 
smo zabeležili tudi pri 15 % dodatku KPZ glede na kontrolo. Ko smo delež dodanih KPZ 
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povečali na 30 %, smo namesto pričakovanega povečanja vsebnosti vezanih AO, določili 
zmanjšanje vsebnosti le-teh na izhodiščno vrednost (4,2 mg/g SS vzorca). Z najmanjšim 
dodatkom KPZ (5 %) smo znatno prispevali k dodatnemu vnosu spojin, ki so reagirale z 
DPPH radikalom, medtem ko zamenjava 30 % pšenične moke s 30 % KPZ ni imela 
nikakršnega vpliva na vsebnost spojin z antioksidativnim delovanjem. Največje povečanje 
vsebnosti ekstraktibilnih AO v kruhu smo dosegli s 15 % dodatkom KPZ in sicer za skoraj 
5-kratno vrednost v primerjavi s kruhom brez KPZ (0,07 mg/g SS vzorca). Slednje pa še 
vedno predstavlja praktično zanemarljivo vrednost glede na vsebnost vezanih AO. Podobno 
kot pri vezanih AO, je bilo povečanje vsebnosti ekstraktibilnih AO nesorazmerno povečanju 
deleža KPZ v kruhu, 30 % dodatka KPZ nismo upravičili. Zmanjšanje vsebnosti 
antioksidativnih spojin bi lahko pripisali sami pripravi kruha. Holtekjølen in sod. (2008) ter 
Leenhardt in sod. (2006) so v svojih študijah zapisali, da bi lahko antioksidativne 
komponente v moki razpadle ali bile uničene tekom toplotne obdelave med pečenjem. Pa 
tudi, da na učinkovitost AO lahko vplivamo z vnosom kisika v testo iz okolice (med 
zamesom in oblikovanjem testa) ali z uporabo oksidativnih encimov (polifenol oksidaz), ki 
se lahko dodajajo kot aditivi. Holtekjølen in sod. (2008) so raziskovali vpliv mešanja 
različnih mok in peke kruha na vsebnost AO. Ugotovili so, da različne mešanice mok v 
kruhu pripomorejo k zmanjšanju vsebnosti skupnih AO, iz česar lahko sklepamo na 
sinergistično in antagonistično delovanje posameznih spojin.  
 
4.3 DOLOČANJE VSEBNOSTI ANTIOKSIDANTOV Z METODO ABTS 
 
Rezultati o vsebnosti ekstraktibilnih in vezanih AO, ki smo jih pridobili s pomočjo ABTS 
metode, so predstavljeni na sliki 12. 
 
  
Slika 12: Vsebnost antioksidantov (AO) v kruhu v odvisnosti od deleža dodanih kaljenih pirinih zrn - ABTS 
metoda 
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Pri tej metodi smo opazili, da nadomestitev pšenične moke z ustrezno količino KPZ 
pozitivno vpliva na vsebnost vezanih AO. Reaktivnost spojin, ki so reagirale z ABTS 
radikalom, je bila v ekstraktu iz kruha s 30 % KPZ večja kar za  40 % (5,9 mg/g SS vzorca) 
v primerjavi z vsebnostjo AO, ki smo jih pridobili iz kontrolnega vzorca. Statistično gledano 
smo enako izboljšanje dosegli že s pol manjšim (15 %) dodatkom KPZ (5,7 mg/g SS vzorca). 
V primeru ekstraktibilnih AO smo največjo vsebnost določili v kruhu s 15 % KPZ (1,2 mg/g 
SS vzorca), ta se je v primerjavi s kontrolnim vzorcem povečala kar za 186 %. Nadaljnje 
povečanje deleža KPZ ni pripomoglo k povečanju vsebnosti ekstraktibilnih AO, še več, 
imelo je celo negativen vpliv v primerjavi s 15 % dodatkom. Zieliński in sod. (2007) so z 
metodo ABTS določili, da se je iz pirinega kruha ekstrahiralo skoraj 2-krat več vezanih AO, 
kot ekstraktibilnih. Alaunyte in sod. (2012) so raziskovali, kakšen vpliv bo imel dodatek (10 
%, 20 % in 30 %)  teff moke v pšenični kruh na izboljšanje hranilne vrednosti samega kruha. 
Pri vseh odstotkih dodatka te moke so ugotovili povečanje antioksidativnega potenciala v 
primerjavi s kontrolo (pšenični kruh), ki pa ni bilo proporcionalno povečanju deleža teff 
moke. 
 
4.4 KORELACIJA MED METODAMI FOLIN-CIOCALTEU, DPPH, ABTS 
 
Kakšna povezava obstaja med vsebnostjo AO v kruhu, ko smo te določali z različnimi 
metodami, nam pove Pearsonov koeficient korelacije. Čeprav je FC metoda v splošnem 
sprejeta kot metoda določanja vsebnosti FS, lahko tudi pri tej metodi govorimo o AO, saj je 
osnovana na redoks reakciji.  
 
Že s primerjavo slik 10, 11 in 12 lahko vidimo, da smo z različnimi metodami določili v 
istem vzorcu različno vsebnost tako vezanih kot ekstraktibilnih AO, čeprav smo jih pri vseh 
treh metodah izrazili kot ekvivalent iste spojine (KK). Slednje opravičuje uporabo vsaj dveh 
metod pri določanju antioksidativnih lastnosti kruha, obogatenega s KPZ, saj je bila 
reaktivnost istih spojin z FC, DPPH in ABTS različna. 
 
Preglednica 1: Korelacije med posameznimi metodami za ekstraktibilne fenolne spojine (FS) 
FC/DPPH FC/ABTS DPPH/ABTS 
0,77 0,85 0,99 
 
Izkazalo se je, da so pri primerjavi vseh metod med sabo močno pozitivne korelacije. Na 
podlagi korelacij, ki jih podaja preglednica 1 lahko zaključimo, da več ekstraktibilnih FS, ki 
smo jih določili s FC metodo, pomeni boljšo sposobnost lovljenja DPPH in ABTS radikalov. 
 
Preglednica 2: Korelacije med posameznimi metodami za vezane fenolne spojine (FS) 
FC/DPPH FC/ABTS DPPH/ABTS 
-0,24 0,89 0,19 
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Drugačne rezultate pa smo dobili pri iskanju povezave med posameznimi metodami v 
primeru vezanih spojin z antioksidativnim delovanjem. Med metodama  FC in DPPH smo 
določili precej šibko korelacijo. Ta je bila negativna, kar pomeni, da smo ob povečanju 
deleža KPZ v kruhu z FC metodo določili povečanje vezanih AO, medtem ko je DPPH 
analiza taistih dveh vzorcev pokazala zmanjšanje vsebnosti AO. Pri metodah FC in ABTS 
se je pokazala močna pozitivna korelacija, pri metodah DPPH in ABTS pa le rahlo pozitivna 
korelacija (preglednica 2). 
 
Korelacije med posameznimi metodami določanja ekstraktibilnih AO so bile močno 
pozitivne in precej bolj primerljive med seboj kot v primeru vezanih AO. Tako ekstraktibilni 
in vezani obliki pa je skupna dobra korelacija med FC in ABTS testom, kar nakazuje na to, 
da tako v ekstraktu ekstraktibilnih kot vezanih AO prevladuje(jo) spojina(e), ki dobro 
reagira(jo) z FC reagentom in ABTS radikalom, a slabo z DPPH radikalom. Na podlagi naših 
rezultatov lahko zaključimo, da se ekstrakti ekstraktibilnih FS po sestavi kvalitativno in 
kvantitativno razlikujejo od ekstraktov vezanih FS. Sicer bi bile korelacije med posameznimi 
metodami podobne tako pri vezanih kot ekstraktibilnih FS. 
 
5 SKLEPI 
 
V diplomski nalogi smo ugotavljali vpliv različne vsebnosti KPZ na vsebnost AO v kruhu. 
Prišli smo do naslednjih sklepov in potrdili vse postavljene hipoteze: 
 
- Že 5 % dodatek KPZ pripomore k večji vsebnosti FS v kruhu. 
 
- Zamenjava ustreznega deleža bele pšenične moke z moko iz KPZ pozitivno vpliva 
na antioksidativne lastnosti kruha. 
 
- Povečanje vsebnosti AO v kruhu ni proporcionalno deležu dodanih KPZ. 
 
- Za kvantitativno analizo vsebnosti AO v kruhu je potrebno uporabiti več metod, saj 
je reaktivnost vezanih in ekstraktibilnih FS, ki sestavljajo isti ekstrakt,  v testih FC, 
DPPH in ABTS različna. 
 
- Kruh, obogaten s KPZ, vsebuje bistveno več antioksidativnih spojin v vezani kot v 
prosti obliki, ne glede na uporabljeno metodo. 
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6 POVZETEK 
 
Namen diplomskega dela je bil ugotoviti vpliv dodatka KPZ na vsebnost AO v kruhu, ter 
ovrednotiti pomen vezane frakcije v vzorcu kruha z dodatkom KPZ. Vsebnost AO smo 
določili v kruhu, kjer smo del pšenične moke nadomestili s 5 %, 15 % oz. 30 % moke iz 
KPZ. Pripravi ekstraktov FS iz predhodno liofiliziranih vzorcev, je sledila analiza vezanih 
in ekstraktibilnih AO, za kar smo uporabili metode DPPH, ABTS in FC. Te delujejo na 
principu reakcije AO s prostimi radikali, ob spremembi barve, ki jo izmerimo 
spektrofotometrično.  
 
Pri FC metodi smo ugotovili, da je za vezane FS najbolj priporočljiv 30 % dodatek KPZ, za 
ekstraktibilne FS pa 15 % dodatek KPZ. Pri ABTS metodi se je za vezane in ekstraktibilne 
AO kot najbolj smiseln izkazal 15 % dodatek KPZ, dočim še večji delež kaljenih zrn ni 
pripomogel k nadaljnjemu povečanju vsebnosti AO v kruhu. Pri DPPH metodi pa sta bila za 
vezane AO enakovredna 5 in 15 % dodatka KPZ, za ekstraktibilne AO pa 15 % dodatek 
KPZ.  
 
Kljub različni reaktivnosti istih spojin v različnih metodah, se je izkazalo, da metodi ABTS 
in FC dajeta primerljive rezultate, medtem, ko metoda DPPH odstopa od preostalih dveh. 
Ne glede na metodo določanja smo v vseh pripravljenih ekstraktih potrdili precej večjo 
vsebnost vezanih kot ekstraktibilnih AO.  
 
V raziskavi se je izkazalo, da povečanje vsebnosti AO v kruhu ni proporcionalno deležu 
dodanih KPZ. Čeprav smo količino kaljenih semen povečali  6-krat (iz 5 % na 30 %), 
povečanje AO ni sledilo temu trendu, še več, ponekod smo zabeležili celo upad. Zaključimo 
lahko, da je z namenom izboljšanja antioksidativnih lastnosti kruha najbolj smiselna 
zamenjava 15 % bele pšenične moke z enakim deležem moke iz KPZ, tako z vidika 
ekstraktibilnih kot vezanih FS. 
 
KPZ je smotrno uporabiti za izboljšanje hranilne vrednosti kruha, saj vsebuje tak kruh več 
bioaktivnih komponent. Predstavlja način, kako obogatiti kruh na tržišču in prispevati k 
boljšemu zdravju ljudi in njihovemu ozaveščanju o uporabnosti nekdaj zelo razširjenega žita 
- pire. Vsekakor je za sprejemljivost novega funkcionalnega živila pri potrošnikih potrebna 
ustrezna senzorična kakovost izdelka, analize katere pa obstoječe diplomsko delo ni 
vključevalo. 
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